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Abstract
Purpose:　 Ectodin　 (Sostdcl/Wise/USAGE),　 which　 is　 a
secreted　 glycoprotein　 containing　 SOST　 domain,　 has　 been
known　 as　an　 antagonist　 for　Wnt　 signaling　 inhibiting　 its
canonical　 pathway.　 It　plays　 an　 important　 role　of　 tooth
development　 through　 the　 inhibition　 of　 Wnt　 signaling.
Although　 ectodin　 maybe　 involved　 in　 mechanism　 of
reparative　 dentinogenesis　 as　 well　 as　 tooth　 development,
effects　of　ectodin　 on　 differentiation　of　odontobiasts　 have
not　 been　 analyzed　 in　more　 details.　 Here,　 I　investigated
the　 mode　 of　 action　 of　 ectodin　 on　 odontoblast
differentiation　 using　 dental　 pulp　 cells　isolated　 from　 rat
incisors.
Methods:Cultured　 primary　 dental　pulp　cells　isolated
from　 rat　lower　 incisors　were　 used　 in　this　study.　 The
cells　were　 treated　with　or　without　 lithium　chloride(LiCl,
10mmol/l)for　 2　days　and　 cultured　for　20days.　 Alkaline
phosphate(ALP)activity　 and　von　 Kossa　 staining　were
performed　 by　using　naphthol　 AS-MX　 phosphate　 and　 fast
blue　BB　 salt,　respectively.　 Total　RNA　 was　 extracted,
treat　with　 DNAse1,and　 reverse-transcribed　 to　prepare
cDNA.　 Resultant　 cDNA　 was　 then　amplified　 by　real-time
quantitative　polymerase　 chain　reaction　with　specific
primer　 sets　for　the　genes　 of　interest:　 alkaline　phosphate
(ALP),　 dentin　 sialoprotein(DSPP),　 bone　 Gla-protein
(RGP),β-catenin,　 and　ectodin.　 To　prove　 the　biological
role　of　ectodin　 on　odontoblast　 differentiation,　I
transfected　 short　hairpin　RNA(shRNA)expression　 vector
to　transiently　knock　 down　 ectodin　 gene　 expression.
Results:Dental　 pulp　cells　treated　with　LiCl　 suppressed
odontoblast　 differentiation　and　mineralized　 dentin-like
nodule　 formation.　 Expressions　 of ALP,　 DSPP,　 and　BGP
mRNA　 were　 reduced　 by　LiCl,　while　 the　expression　 of
ectodin,　which　 was　 transiently　up-regulated　 at　early　stage
of　odontoblast　 differentiation,　was　 further　enhanced　 by
LiCl.　 When　 ectodin　expression　 in　dental　pulp　cells　were
knocked　 down　 by　using　 shRNA,　 both　 odontoblast
differentiation　and　 mineral　 dentin-like　nodules　 were
notably　 suppressed　 with　 concomitant　 reduction　 of　DSPP
gene　 expression.
Conclusion:Taken　 together,　these　findings　 suggested　 that
ectodin　 plays　an　important　 role　of　early　odontobtastic
differentiation　as　a　negative　 feed-back　 factor　for　the
canonical　 Wnt/β-catenin　 pathway.
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抄 録
目 的:EctodinはSOSTド メ イ ン を 有 す る 分 泌 型 糖 蛋 白 質
で あ り,Wntシ グ ナ ル を 阻 害 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て
知 ら れ て い る 。 歯 の 発 生 に お い て 歯 冠 の 形 態 形 成 や 咬 頭
の 数,歯 の 数 を 決 定 す る 因 子 と し て 重 要 な 働 き を し て い
る 。 一 方,Wntシ グ ナ ル は 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 調 節 に 重 要
な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 報 告 さ れ て お り,
dentinogenesisの調 節 因 子 と し て 注 目 さ れ て い る 。Wntシ
グ ナ ル の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ るectodinがWntシ グ ナ ル
に 作 用 し てdentinogenesisに 関 与 す る こ と は 十 分 に 考 え
ら れ,こ れ ま で に 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 や 機 能 に 関 し て
ectodinとWntシ グ ナ ル の 関 係 に つ い て 研 究 さ れ て い る
が 不 明 な 点 が 多 い 。 本 研 究 で は ラ ッ ト 切 歯 か ら 分 離 し た
培 養 歯 髄 細 胞 を 利 用 し てectodinとWntシ グ ナ ル の 関 係
がdentinogenesisに 対 し て ど の よ う に 作 用 し て い る か を
調 べ る こ と を 目 的 と し た 。
材 料 と 方 法:Sprague-Dawley(SD)ラ ッ ト の 下 顎 切 歯 か ら
酵 素 法 に よ っ て 分 離 し た 培 養 歯 髄 細 胞 を5,10,15,20日 間
培 養 し 実 験 に 使 用 し た 。 こ れ ら の 培 養 細 胞 に 塩 化 リ チ ウ
ム(LiCl)を 添 加 し てWntシ グ ナ ル 活 性 化 状 態 に し,象
牙 芽 細 胞 の 分 化,機 能 に 対 す る 影 響 を 調 べ た 。ALP染 色
とvon　 Kossa染 色 を 行 い 象 牙 質 様 石 灰 化 結 節 の 形 成 状 況
を 調 べ た 。 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 指 標 と し て,alkaline
phosphatase(ALP),　bone　 gla　 protein　(BGP),　 dentin
sialophosphoprotein(DSPP),ectodinのmRNA発 現 も 合 わ
せ て 調 べ た 。 ま た,ectodinのshort　 hairpin　RNA(shRNA)
発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し て ノ ッ ク ダ ウ ン を 行 い,分 化 に 及
ぼ す 影 響 を 調 べ た 。
結 果 と 考 察:培 養 歯 髄 細 胞 にLiClを 添 加 す る と そ の 分 化
が 抑 制 さ れ,ALP,　 DSPP,　BGPのmRNAの 発 現 が 抑 制 さ
れ,象 牙 質 様 石 灰 化 結 節 の 形 成 も 抑 制 さ れ た 。Ectodin
mRNA発 現 が 培 養10日 目(分 化 初 期)で 促 進 さ れ,　 Wnt
シ グ ナ ル に 対 す る ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ー ドバ ッ ク 機 構 が あ る
こ と が 示 唆 さ れ た 。EctodinのshRNA発 現 ベ ク タ ー 導 入
に よ る ノ ッ ク ダ ウ ン の 結 果,培 養 歯 髄 細 胞 のDSPPの
mRNA発 現 が 抑 制 さ れ 象 牙 質 様 石 灰 化 結 節 の 形 成 も 抑 制
さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か らWntシ グ ナ ル は 象 牙 芽 細 胞 の
分 化 を 抑 制 し て お り,こ の シ グ ナ ル をectodinが 分 化 初
期 に お い て 阻 害 す る こ と に よ っ て 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 を 調
節 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
結 論:Ectodinは 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 調 節 因 子 で あ る 。
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 緒 言
　 Ectodin(Sostdc-1,　Wise,　USAG-1)は 分 泌 型 タ ン パ ク
質1)で あ り,Wntタ ン パ ク お よ びBone　 morphogenic
protein(BMP)のア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 作 用 し て い る 。
す な わ ちectodinはSclerostin-encodingド メ イ ン を 有 す
る こ と か ら,Wntシ グ ナ ル のco-receptorで あ るLRP6に
結 合 し てWnt1,　 Wnt3aやWnt10bな ど の リ ガ ン ド の
LRP5/6へ の 結 合 を 阻 害 し てWntシ グ ナ ル を 抑 制 す る こ
と が 知 ら れ て い る2,3)。 そ の た めectodinはWntと と も
に 多 く の 組 織 に 発 現 し て お り,発 生 初 期 に お い て は 外 胚
葉 の 表 層4),鰓 弓5),毛 嚢6)や 腎 臓7)な ど に み ら れ 組 織,
臓 器 の 形 態 形 成 に 関 与 し て い る 。 ま た,歯 胚 に お い て も
歯 数 や 咬 頭 の 数 の 決 定 因 子 と し て 注 目 さ れ て い る1)。
　 一 方,成 体 の 歯 髄 組 織 に お い て もWntシ グ ナ ル は
dentinogenesisに重 要 な 役 割 を 果 た し 、象 牙 芽 細 胞 の 分 化
を 調 節 し て 修 復 象 牙 質 の 形 成 に 深 く 関 与 す る た め1,3，5),
齲 蝕 や 破 折 な ど に よ り 損 傷 を 受 け た 歯 髄 の 再 生,回 復 を
図 るvital　pulp　therapy開 発 の 手 が か り に な る と 思 わ れ る 。
こ れ ま で にYokoseら8)はWntシ グ ナ ル の 最 終 過 程 で 機
能 す るLef-1が 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 を 促 進 す る こ と を 示 し
て お り,門 倉 ら9)は 歯 髄 細 胞 に 塩 化 リ チ ウ ム(LiCl)を 作
用 さ せ,β-cateninの プ ロ テ ア ソ ー ム に よ る 分 解 を 阻 害 す
る と,Wntシ グ ナ ル の カ ス ケ ー ド で あ る カ ノ ニ カ ル 経 路
が 活 性 化 さ れ て,歯 髄 細 胞 の 象 牙 芽 細 胞 へ の 分 化 が 抑 制
さ れ る こ と を 明 ら か に し て い る 。 門 倉 ら は さ ら に,象 牙
質 ・ 歯 髄 複 合 体 が 傷 害 を 受 け た 際 の 修 復 象 牙 質 形 成 に も
Wntシ グ ナ ル が 関 与 す る こ と を 報 告 し て い る9)。 そ れ と
と も に 門 倉 ら の 報 告9)は,　 Wntの ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ
るectodinの 発 現 が β-cateninの核 内 蓄 積 で 生 じ,Wntシ
グ ナ ル を 抑 制 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し な が ら ,
ectodinがWntシ グ ナ ル を 抑 制 し て 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 を
調 節 す る こ と に つ い て の 詳 細 は 未 だ 解 明 さ れ て い な い 。
　 本 研 究 に お い て は 今 後 のvital　pulp　therapy開 発 の 手 が
か り を 得 る た め に,ectodinが歯 髄 細 胞 の 象 牙 芽 細 胞 へ の
分 化 に い か な る 影 響 を 及 ぼ し て い る か を 調 べ る こ と を 目
的 と し て,ラ ッ ト切 歯 か ら 分 離 し た 培 養 歯 髄 細 胞 を 用 い
た 実 験 を 行 っ た 。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 材 料 お よ び 方 法
1.細 胞 分 離
　 歯 髄 細 胞 の 分 離 な ら び に 培 養 はYokoseら10)の 方 法 に
従 っ て 行 っ た 。 す な わ ち5週 齢 の 雌 性Sprague-
Dawley(SD)ラッ ト5匹 か ら,イ ソ フ ル ラ ン 麻 酔 下 に 下 顎
切 歯 を 摘 出 し,そ の 後,無 菌 的 に 切 歯 を 分 割 し て 歯 髄 組
織 を 採 取 し た 。 本 研 究 は 奥 羽 大 学 動 物 実 験 委 員 会 規 定 お
よ び に 明 海 大 学 動 物 実 験 委 員 会 規 程 を 遵 守 し ,両 大 学 の
動 物 実 験 委 員 会 の 承 認 を 得 て か ら 行 っ た 。 採 集 し た 歯 髄
組 織 は1mm角 に 細 切 し た の ち,0.1%collagenase,0.05%
trypsin,4mmol/l　 EDTA-2Na　 (い ず れ も 和 光 純 薬 ,大 阪)
添 加10mmol　 phosphate　buffered　saline(PBS,　 ニ ッ ス イ
製 薬,東 京)か ら な る 酵 素 液3mlを 入 れ た コ ニ カ ル チ ュ
ー ブ(Falcon　 Labware
,　 NJ,　USA)の 中 に 投 入 し た 。　 そ の
後,コ ニ カ ル チ ュ ー ブ を37℃ で20分 間 震 盪 し て か ら ,
細 胞 を 含 む 酵 素 液 を 回 収,遠 心 分 離 し て 細 胞 を 集 め た 。
そ の 後,再 び 新 し い 酵 素 液 を コ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 加 え て
同 様 の 処 理 に よ り 細 胞 を 回 収 し た 。 こ の 細 胞 回 収 の 行 程
を6回 く り 返 し た 。 分 離 し た 歯 髄 細 胞 を37℃,5%CO2
環 境 下 で,直 径150mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ(Falcon
Labware,　 NJ,　 USA)に て10%仔 牛 血 清 ,ペ ニ シ リ ンG
カ リ ウ ム(100IU/m,明 治 製 薬,東 京),お よ び 硫 酸 ス ト レ
プ ト マ イ シ ン(100μg/ml,明 治 製 薬)を 添 加 し た α-minimam
essential　medium(α-MEM培 地,Gibco　Laboratories,　NY,
USA)で 培 養 し た 。細 胞 がsubconfluentに 達 し た と こ ろ で,
0.05%trypsin,4mmol/l 2Na　 EDTAを 含 むPBS酵 素 液
で 細 胞 を 剥 離,分 散 し て 回 収 し た 。
2.細 胞 培 養
　 分 離 採 集 し た 歯 髄 細 胞 を6-multi　 well　plate(Falcon
Labwar,　NJ,　USA)に4×105　 cells/wellの細 胞 密 度 で 播
種 し,　 10%仔 牛 血 清,1mmol/l β-グ リ セ ロ リ ン 酸(和
光 純 薬),お よ び50μg/mlの ア ス コ ル ビ ン 酸(和 光 純 薬)
を 添 加 し た α-MEM培 地 で37.0℃,5% CO2環 境 下 で20
日 間 培 養 し た 。 な お,培 養 液 は2日 ご と に 交 換 し た 。
3.塩 化 リ チ ウ ム(Licl)の 添 加
　 実 験 群(LiCl群)の 細 胞 は,培 養 開 始 後3日 目 か ら5
日 目 に か け て 培 養 液 にLiCl(和 光 純 薬)を10mmol/lの
濃 度 で 添 加 し て 培 養 し,そ の 後 はLiClを 含 ま な い 培 養 液
で 培 養 し た 。対 照 群 の 細 胞 はLiClを 含 ま な い 培 養 液 で 培
養 し た 。 お の お の 培 地 は2日 ご と に 交 換 し た 。
4.ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ(ALP)染 色 とvon　 Kossa染
　 　 色
　 培 養 細 胞 の 石 灰 化 状 態 に つ い てALP酵 素 組 織 化 学 的
染 色 お よ びvon　 Kossa鍍 銀 染 色 で 二 重 染 色 を 行 い 検 討 し
た 。6-multi　 well　plateに て 培 養 し た 各 細 胞 をPBSに て
洗 浄 し た 後,た だ ち に 室 温 で10%中 性 ホ ル マ リ ン に て5
分 間 固 定 し,再 びPBSに て 洗 浄 し て か らnaphthol　AS-MX
phosphate(Sigma,　MO,　USA)とfast　blue　BB　salt(Sigma,
MO,　 USA)を 含 む 反 応 液 を 室 温 で20分 間 反 応 さ せ た 。 そ
の 後,細 胞 を 蒸 留 水 で 洗 浄 し,日 光 を 照 射 さ せ つ つ5%
硝 酸 銀 水 溶 液 と20分 間 室 温 で 反 応 さ せ た 後,5%チ オ
硫 酸 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 と2分 間 反 応 さ せ,そ の 後 再 度 蒸
留 水 で 水 洗 し て か ら,顕 微 鏡 で 観 察 し た 。
5.リ ア ル タ イ ム 定 量 的PCR法
　 　 6-muitiwell　plateの 各 細 胞 のtotal　 RNAを,EASY
Prep　RNA Kit(タ カ ラ バ イ オ,東 京)に よ り 抽 出 し ,残 存
ゲ ノ ムDNAの 分 解 除 去 の た め にDNase　 1(タ カ ラ バ イ
オ)に て 処 理 し た 。 そ の 後,RT-PCR　 kit(タ カ ラ バ イ オ)
を 用 い て ， 逆 転 写 酵 素 と ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー に て500ng
のtotal　 RNAか らcDNAを 合 成 し,次 い でcDNAを 鋳 型
と し た リ ア ル タ イ ムqPCRを 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー 濃 度 は
SYBER　 Green　Premix(タ カ ラ バ イ オ)12.5μl中2 .5pmolと
し,最 終 的 に は25μlで 反 応 さ せ た 。SYBER　 Green　PCR
増 幅 と リ ア ル タ イ ム の 蛍 光 検 出 に は,Smart　 Cycler
System(タ カ ラ バ イ オ)を 用 い た 。　 PCR反 応 は ,95℃,
5秒 間,60℃,25秒 間 のtwo-step　 methodに て40サ イ
ク ル 行 っ た 。 な お,各 遺 伝 子 発 現 に 関 す る 標 準 化 はR-
actinを 内 部 対 照 と し た 。 各 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 は ,
以 下 の 通 り で あ る 。Dentin　 sialophosphoprotein
(DSPP)　 　 5'-CTC AGT TAG TGC　 CGC TGG AGA-3',　 5'-
GAA TCG TCG TTA GTG GCG TTG-3'　 　 Bone　Gla
protein(BGP):　 5'-AGA　 CTC　 CGG　 CGC　 TAC　 CTC　 AA-
3',　 5'-CGT　 CCT　 GGA AGC　 CAA TGT　 G-3'　 　 Alkaline
phosphatase(ALP)　 　 5'-TTG　AAT　 CGG　 AAC　 AAC　 CTG
CTG AC-3',　 5'-GAT GAT GGC CTC ATC CAT CTC CAC-
3'　　 Ectodin　 　 5'-GAA　 TGG　 AGG　 CAG　 GCA　 CTT　 CAG-
3',　 5'-ACT GGC CAT CCG AGA TGT ATT TG-3';β-
catenin　 5'-GCT GAC　 CAA ACT GCT AAA TGA CGA-3' ,
5'-TGT AGG GTC　 CCA ACG GTA CAA-3';　 βactin:　 5'-
TGA CAG GAT GCA GAA GGA GA-3',　 5'-TAG AGC CAC
CAA TCC ACA CA-3'。 　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 用 い て,
そ れ ぞ れ のmRNAに 対 す る 特 異 的 なcDNAの 定 量をお
こ な い 内 部 標 準 と し て 用 い た β-actinに 対 す るcDNAの
相 対 量 と し て 補 正 し た 。 培 養5,10,15,20日 目 に
PCRの た め の 試 料 採 取 を 行 い,　 PCR産 物 の 融 解 曲 線 の
分 析 に よ り,単 一 タ ー ゲ ッ ト 産 物 で あ る こ と を 確 認 し
た 。
6.Ectodinのknock　 down法
　 ラ ッ ト のEctodinのmRNAに 対 す るknock　 downは
siRNA　expression　vector(pBAsi　mU6Pur　DNA;　 タ カ ラ)
を 用 い て 行 い,タ ー ゲ ッ ト と な る 塩 基 配 列 は5'-GGA TCG
AAA TAG　 TCG　AGT　 T-3'と し た 。 製 作 し たvectorを 培 養
5日 目 に 培 養 歯 髄 細 胞 に 対 し てGene　 PulserXcell(Bio-
Rad社 製,　 CA,　 USA)を 用 い た エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
法 で 導 入 し た 。 導 入 条 件 は マ ニ ュ ア ル の 通 り と し た
(Square　wave,　 15msec　100V)。 な お,　 knock　downの 対
照 群 と し て 非 発 現 性 の コ ン ト ロ ー ルvectorを 用 い て 同 様
に 培 養 細 胞 に 遺 伝 子 導 入 し た 。 遺 伝 子 導 入 後 直 ち に6-
multi　well　plateに 細 胞 を 播 種 し,そ の 後20日 間 培 養 し
て か ら 実 験 に 用 い た 。Knock　downの 効 果 は 遺 伝 子 導 入 後
7日 前 後 に 見 ら れ る8)こ と よ り 、 培 養5日 目 のectodin
mRNAの 発 現 量 を 測 定 し た 。
7.統 計 学 的 分 析
　 統 計 学 的 分 析 に はUnpaired　 t-testを用 い,　 P<0.05を
有 意 差 あ り と 判 定 し た 。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 結 　　 果
1.培 養 歯 髄 細 胞 の 分 化 に 及 ぼ すLiClの 影 響
　 培 養20目 後 の 対 照 群 の 細 胞 はALP染 色 で 中 等 度 陽 性
で あ り,von　 Kossa染 色 陽 性 の 石 灰 化 結 節 が 多 数 形 成 さ
れ て い た 。 一 方,LiCl群 で は 対 照 群 と 比 較 し て 石 灰 化 結
節 の 数 が 少 な く,ALP染 色 も 弱 陽 性 で あ っ た(図1)。
　 培 養5日 目 に お け るLiCl群 のALPのmRNA発 現 量 は
対 照 群 の 約50%と な っ た(図2a)。 ま た,石 灰 化 の マ
ー カ ー で あ るDSPP(図2b)とBGP(図2c)い ず れ の
mRNA発 現 も,培 養20日 目 で 対 照 群 に 比 較 す る と50%
少 な か っ た 。
　 対 照 群 のectodinのmRNA発 現 は,培 養5日 目 か ら10
日 に か け て 上 昇 し,そ の 後 経 時 的 に 発 現 が 減 少 し た(図
3a)。 こ れ と 同 様 に β-cateninのmRNAも 培 養10日 目
に 発 現 の ピ ー ク が み ら れ,そ の 後 次 第 に 減 少 し た(図3
b)。Ectodinと β-cateninのmRNA発 現 が 最 も 多 く み ら
れ た 培 養10日 目 に お い て,実 験 群 のectodin発 現 量 は 対
照 群 の 発 現 量 の 約2倍 で あ っ た(図4a)。 ま た,β-catenin
のmRNAの 発 現 量 も 対 照 群 に 比 較 し て 約30%増 加 し て い
た(図4b)。
2.Ectodinのknock　 downが 象 牙 芽 細 胞 様 細 胞 に 及 ぼ す
　 　 影 響
　 Ectodinをknock　downし て5日 間 培 養 し た 歯 髄 細 胞 に
お け るectodinと β-cateninのmRNA発 現 を 図5に 示 す 。
Ectodinをknock　downし た 細 胞 で のectodin発 現 はknock
downし て い な い 細 胞 と 比 較 し て 約15%に 抑 制 さ れ て お
り,knock　 down効 果 が 確 認 で き た(図5a)。 こ の と き
の β-cateninのmRNAは 非knock　 down細 胞 に 比 較 し て 有
意 に 増 加 し て い た(図5b)。 一 方 、ectodin　knock　down
後20日 目 に お け るDSPPのmRNA発 現 量 は 非knock　 down
細 胞 に 比 較 し て 約40%に 抑 制 さ れ て お り(図5c),　 von
Kossa染 色 で はectodinをknock　 downし た20日 後 の 細
胞 は 非knock　 down細 胞 に 比 較 し て 石 灰 化 結 節 の 個 数 が
減 少 し て い た(図6)。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 考 　 　察
　 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 は 多 く の 細 胞 成 長 因 子 に よ っ て 制 御
さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る が11，12),最近 特 にWntシ
グ ナ ル が 歯 の 発 生 の み で は な く 歯 髄 の 再 生 過 程 に も 重 要
で あ る こ と が 解 明 さ れ て き た8，9，13)。Wntシ グ ナ ル の カ
ス ケ ー ド に は カ ノ ニ カ ル 経 路(β-catenin経路)と 非 カ ノ
ニ カ ル 経 路(PCP経 路 とCa2+経 路)が あ る 。 門 倉 ら9)は
Wntシ グ ナ ル の う ち 古 典 的 な カ ス ケ ー ド で あ る カ ノ ニ カ
ル 経 路 が 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て お り,
歯 髄 培 養 細 胞 とLiClを 用 い た 実 験 か ら カ ノ ニ カ ル 経 路
に は ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ー ドバ ッ ク 機 構 が あ る 可 能 性 を 示 し,
そ の 機 構 にectodinが 関 与 す る こ と を 報 告 し た 。し か し,
ectodinが具 体 的 に ど の よ う に 象 牙 芽 細 の 分 化 に 作 用 す
る の か は 不 明 で あ る こ と か ら,本 研 究 で は こ こ に 焦 点 を
当 て た 。 本 研 究 に 用 い た 培 養 系 は 既 にYokoseら10)に よ
っ て 確 立 さ れ て い る 。 す な わ ち,そ の 培 養 系 は 歯 髄 組 織
に 存 在 す る 未 分 化 な 細 胞 を 象 牙 芽 細 胞 様 細 胞 に 分 化 し,
象 牙 質 様 の 石 灰 化 結 節 を 形 成 さ せ る 培 養 系 で あ る 。
　 初 め にWntシ グ ナ ル の カ ノ ニ カ ル 経 路 す な わ ち β-
cateninをGSK3β が リ ン 酸 化,ユ ビ キ チ ン 化 し て プ ロ テ
ア ソ ー ム で 分 解 す る 経 路 と 象 牙 芽 細 胞 分 化 と の 関 係 を 調
べ る た め に ,β-cateninのリ ン 酸 を 抑 制 す るLiClを 添 加
し た と こ ろ,象 牙 芽 細 胞 の 初 期 分 化 マ ー カ ー で あ るALP
のmRNA発 現,最 終 分 化 マ ー カ ー で あ る 石 灰 化 結 節 の 形
成,な ら び にDSPPお よ びBGPのmRNAの 発 現 が い ず れ
も 低 下 し た こ と か ら,象 牙 芽 細 胞 へ の 分 化 が 抑 制 さ れ た
こ と が 明 ら か に な っ た 。LiClはGSK3β を 阻 害 す る こ と
に よ っ て β-cateninのリ ン 酸 化 を 抑 制 し,プ ロ テ ア ソ ー ム
に よ る β-cateninの分 解 を 阻 害 し て,β-cateninの 核 内 蓄
積 を 亢 進 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る14,15)。す な わ ちLiCl
添 加 に よ りWntシ グ ナ ル の カ ノ ニ カ ル 経 路 が 活 性 化 し た
状 態 が 維 持 さ れ る 。
　 Wntの カ ノ ニ カ ル 経 路 の 活 性 化 は 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 を
抑 制 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。Schellerら19)は β-
cateninを培 養 歯 髄 細 胞 に 強 制 発 現 さ せ,Wntシ グ ナ ル を
活 性 化 す る と 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 マ ー カ ー で あ るDSPPの
mRNAの 発 現 が 低 下 し て,石 灰 化 結 節 の 形 成 が 抑 制 さ れ
る と 報 告 し て い る 。一 方,Limら20)はWnt　 chaperon　protein
で あ るwntlessの 発 現 を 低 下 さ せ てWntシ グ ナ ル を 抑 制
し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 調 べ た と こ ろ,歯 髄 腔
の 狭 窄 や 象 牙 質 の 形 成 が 亢 進 す る こ と を 報 告 し て い る 。
こ れ ら の 報 告 はWntシ グ ナ ル の カ ノ ニ カ ル 経 路 を 活 性 化
す る と 象 牙 芽 細 胞 分 化 が 抑 制 さ れ る こ と を 示 し て お り,
本 研 究 でLiClを 添 加 し てWntシ グ ナ ル を 活 性 化 し た と
き に 象 牙 芽 細 胞 様 細 胞 の 分 化 が 抑 制 さ れ た 結 果 を 支 持 す
る も の で あ る 。
　 硬 組 織 形 成 に お け るWntシ グ ナ ル の 影 響 は 骨 芽 細 胞 で
も 研 究 さ れ て い る 。van　Buchem病 で 報 告 さ れ て い る よ う
にWntシ グ ナ ル の 活 性 化 に よ り 骨 芽 細 胞 に よ る 骨 形 成 は
亢 進 さ れ,骨 硬 化 症(SClerOSteOiS)を 示 す16)。 さ ら に 培
養 骨 芽 細 胞 に お い てWnt1やWnt3aと い っ た カ ノ ニ カ ル
経 路 を 活 性 化 す る リ ガ ン ド は 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 を 亢 進 さ
せ る こ と を 報 告 し て い る17，18)。し か し な が ら,象 牙 芽 細
胞 分 化 に 対 す る カ ノ ニ カ ル 経 路 の 作 用 と,骨 芽 細 胞 分 化
に 対 す る そ れ と が 異 な る 理 由 に つ い て は 未 だ 解 明 さ れ て
お ら ず,今 後 の 研 究 が 必 要 で あ る 。
　 Ectodinに はBMPと 結 合 す る 性 質 が あ り,SOSTド メ
イ ン が 含 ま れ て い る こ と か ら,BMPと 複 合 体 を 形 成 し た
ectodinはLRP4に 結 合 し てWntカ ノ ニ カ ル 経 路 を 阻 害 す
る こ と が 知 ら れ て い る1,5，21)。つ ま りectodinはsclerostin
と 並 ん でWnt1,3a,10bの シ グ ナ ル の ア ン タ ゴ ニ ス ト に
な っ て い る9，22～24)。門 倉 ら はLiCl添 加 に よ り β-catenin
の リ ン 酸 化 が 抑 制 さ れ る こ と を 示 し て お り ,こ の こ と は
β-cateninの プ ロ テ ア ソ ー ム で の 分 解 が 抑 制 さ れ て い る
こ と を 示 唆 し て い る 。本 研 究 で は さ ら にLiCl添 加 に よ り
β-cateninのmRNA発 現 が 亢 進 す る こ と が 明 ら か に な っ
た こ と か ら,LiCl添 加 の よ りR-cateninの 核 内 蓄 積 が 起
き て い る と 考 え ら れ る 。 こ れ に よ り カ ノ ニ カ ル 経 路 の 活
性 化 が 引 き 起 こ さ れ て い る と 考 え ら れ,こ の 時ectodinの
mRNA発 現 が 亢 進 し た 。 こ れ は,Licl添 加 に よ るWntシ
グ ナ ル の 異 常 亢 進 に 対 応 す るectodinに よ る ネ ガ テ ィ ブ
フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 が 象 牙 芽 細 胞 様 細 胞 に 存 在 す る こ と
を 示 唆 し て い る 。 事 実,門 倉 ら9)に よ っ て も 同 様 にLiCl
添 加 後 に 象 牙 芽 細 胞 様 細 胞 で のectodinのmRNA発 現 が
亢 進 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 さ ら にectodinが 象 牙
芽 細 胞 分 化 に ど の よ う に 影 響 し て い る か を 具 体 的 に す る
た め にectodinに 対 す るsiRNAを 作 製 し,ectodin発 現 の
knock　downを 行 っ た 。 こ こ で 重 要 な こ と は,本 研 究 に 用
い た 発 現vectorは マ ウ ス のU6　 promotorを 用 い た も の で,
こ の 方 法 に よ るknock　 down効 果 は 遺 伝 子 導 入 後7日 前
後 に み ら れ る こ と で あ る8)。 本 研 究 に お け る 培 養5日 目
のreal　 time　PCRの 結 果 か ら,ectodinのmRNA発 現 が
siRNAに よ りknock　 downさ れ た こ と が 確 認 で き た 。
　 Ectodin　knock　down細 胞 の 培 養20日 後 に は 、 象 牙 芽 細
胞 の,最 終 分 化 の 指 標 で あ る 石 灰 化 結 節 やDSPPの 発 現
が 明 ら か に 抑 制 さ れ て い た 。 こ れ はectodinに よ りWnt
シ グ ナ ル が 抑 制 さ れ て い た が,knock　 downに よ り
ectodinがWntシ グ ナ ル を 抑 制 す る 効 果 が な く な りWnt
シ グ ナ ル の 活 性 化 状 態 が 継 続 し,そ の 結 果 象 牙 芽 細 胞 の
分 化 が 抑 制 さ れ た と 考 え ら れ る 。Ectodinをknock　 down
さ れ た 歯 髄 細 胞 は 培 養5日 目 に お い て,興 味 あ る こ と に
β-cateninのmRNA発 現 量 が 対 照 群 に 比 較 し て 増 加 し て
い る 。 こ れ は 明 ら か にWntシ グ ナ ル の カ ノ ニ カ ル 経 路 の
活 性 化 を 示 し て い る 。 一 般 に,Wntは 主 に オ ー ト ク ラ イ
ン,パ ラ ク ラ イ ン で 働 く こ と が 知 ら れ て い る こ と か ら21),
培 養 歯 髄 細 胞 がWntリ ガ ン ド を 産 生 し て い る と 考 え ら れ
る 。
　 Ectodin発現 が 培 養10日 目 と い う 分 化 初 期 段 階 で 一 過
性 に 上 昇 す る こ と と,shRNAのtransientな 作 用 か ら 考 え
る と,ectodinのWntシ グ ナ ル 抑 制 作 用 に よ る 象 牙 芽 細
胞 の 分 化 調 節 機 構 は 分 化 の 比 較 的 初 期 段 階 で 作 用 し て い
る と 考 え ら れ た 。Limら20)は 象 牙 芽 細 胞 に お い てWntシ
グ ナ ル がRunx2を 誘 導 し,　dentin　sialoproteinの発 現 を
抑 制 す る こ と で,象 牙 芽 細 胞 分 化 を 抑 制 す る メ カ ニ ズ ム
を 明 ら か に し て い る 。お そ ら く 本 研 究 で み ら れ たectodin
の 作 用 も,Wntシ グ ナ ル に よ るRunx2発 現 に 影 響 す る こ
と に よ り 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 を 間 接 的 に 調 節 し て い る と 考
え ら れ る 。 し か し,本 研 究 で はRunx2とectodinと の 関
係 に つ い て は 検 討 し て い な い た め,ectodinがRunx2発
現 に ど の よ う に 作 用 し て い る か に つ い て 今 後 新 た な 研 究
が 必 要 で あ る 。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 結 　 論
　 本 研 究 に お い てectodinが 象 牙 芽 細 胞 の 分 化 に 及 ぼ す
影 響 に つ い て 以 下 の 知 見 が 得 ら れ た 。
1.Ectodinは 培 養10日 目 で 発 現 量 が 最 大 と な っ た 。
2.Liclの 添 加 に よ り 象 牙 芽 細 胞 分 化 が 抑 制 さ れ る 条 件
に お い て,ectodin発 現 レ ベ ル は 上 昇 し た 。
3.Ectodinの 発 現 をknock　downし て 抑 制 す る と 象 牙 芽
細 胞 分 化 が 抑 制 さ れ,ectodinに よ るWnt/β-catenin経路
の 亢 進 に 対 し て の ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 の 存 在
が 示 唆 さ れ た 。
　 以 上 よ りectodinは 培 養 初 期 段 階 で 作 用 し,　Wntシ グ
ナ ル を 通 し て 象 牙 芽 細 胞 様 細 胞 の 分 化 を 調 節 し て い る こ
と が 明 ら か と な っ た 。
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 図 表 の 解 説
図1:培 養20日 目 の 石 灰 化 結 節 形 成 の 様 相 を 示 す 。
a:対 照 群 で は 象 牙 質 様 石 灰 化 結 節 が 多 数 形 成 さ れ て い る 。
b:対 照 群 の 強 拡 大 像 。c:LiCl群 で は 石 灰 化 結 節 の 形 成
数 が 少 な い 。d:LiCl群 の 強 拡 大 像 。 上 段 は 肉 眼 的 所 見 、
下 段 は 顕 微 鏡 所 見(ス ケ ー ル バ ー ＝200μm)を 示 す(ALPと
von　Kossa染 色)。
図2:LiCl添 加 群 の 培 養 歯 髄 細 胞 に お け るmRNA発 現 様
相 。a:ALP(培 養5日 目),b:DSPP(培 養20日 目),
c:BGP(培 養20日 目)を 示 す 。*:P<0.0001
図3:対 照 群(LiCl無 添 加)に お け る 培 養 歯 髄 細 胞 の 経
時 的mRNAの 的 発 現 様 相 を 示 す 。
a:経 時 的 なectodinのmRNA発 現 変 化 。　 b:経 時 的 な β-
cateninのmRNA発 現 変 化 。 内 部 標 準 β-actinと比 較 し た
相 対 量 を 示 す 。*:P<0.0001
図4:LiCl添 加 群 の 培 養10日 目 のectodin(a)と β-
catenin(b)のmRNAの 相 対 発 現 量 を 示 す 。*:P<0 ．0001
図5:siRNAに よ るectodin　 knock　down時 の 培 養5日 目
に お け るectodin(a)と β-catenin(b)のmRNA相 対 発 現 量 を
示 す 。c:ectodin　 knock　 down時 の 培 養20日 目 のDSPP
mRNA発 現 相 対 量 を 示 す 。*:P<0 .0001
図6:siRNAに よ るectodin　knock　down時 の 培 養20日 目
に お け る 象 牙 質 様 石 灰 化 結 節 の 形 成 様 相 を 示 す 。
a:対 照 群,b:ectodin　 knock　down群 の 肉 眼 的 な 所 見 を 示
す(ALPとvon　 Kossa染 色 所 見)。
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